Ueber die Strahlenempfindlichkiet der Desoxyribonukleinsaeure im Chromatin by Weinert, H. & Hagen, U.
August 1968
Institut für Strahlenbiologie
KFK 849
Über die Strahlenempfindlichkeit der Desoxyribonukleinsäure
im Chromatin
H. Weinert, U. Hagen

Sonderdruck
136/2
1968
Strahlentherapie
Archiv für klinische
und experimentelle Radiologie
Üher die Strahlenempfindlichkeit der Desoxyrihonukleinsäure
im Chromatin
Heide Weinert, UIrich Hagen
Aus dem Institut für Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe
URBAN &SCHWARZENBERG
MÜNCHEN -BERLIN-WIEN
Alle Rechte, auch die des Nachdrucks, der photomecha-
nisc]J.en- Wiedergabe und der Übersetzung, vorbebalten
© Urban & Schwarzenberg, München-BerIin-Wien 1968

In vorausgehenden Mitteilungen (1-4] hatten
wir Veränderungen der Desoxyribonuklein-
säure-Struktur beschrieben, die nach Bestrah-
lung in vitro eintreten. Als Kriterien für den
Strahlenschaden der DNS wurden Brüche in
der Einzelkette und in der DoppelheliX sowie
das Auftreten von Vernetzungen herangezogen.
Weiter wurde die Stabilität der Wasserstoff-
brücken untersucht. Je nach den Bestrahlungs-
bedingungen ändert sich das Verhältnis von
Einzel- .. zu])oppelbriich.eILJIl~ yerqüJ:uüeIJ.
wi1ßrigimDNS-LÖsungen entstehen Doppel-
brüche nur dann, wenn zwei Einzelbrüche zu-
fällig gegenüberliegen. Entsprechend nimmt
die Zahl der Doppelbruche quadratisch mit der
Dosis zu. Bei Bestrahlung trockener DNS fin-
det sich dagegen ein lineares Ansteigen der
Doppelbrüche. Offenbar kann bereits eine
Primärionisation zum Bruch beider Ketten
führen. Vernetzungen scheinen bei höheren
DNS-Konzentrationen häufiger einzutreten als
in verdünnten Lösungen [3, 4].
Es besteht nun die Frage, in welchem Ver-
hältnis diese Strahlenschäden zueinander
stehen, wenn die DNSin der lebenden Zelle be-
strahlt wird. Bei der Bestrahlung von Bakterio-
phagen wurde ein konstantes Verhältnis von
einem Doppelbruch zu 10 Einzelbrüchen ge-
funden [5]. Zusätzlich finden sich Hinweise
dafür, daß auch Vernetzungen innerhalb eines
einzelnen Phagengenoms eintreten [6]. In be-
strahlten Bakterien konnte bisher nur mit
Sicherheit die Zahl der Einzelbrüche gemessen
und mit der Inaktivierungsrate verglichen wer-
den [7]. Bei der Bestrahlung von Thymus-
zellen oder von Thymusgewehe]:1Ci tiefen Tem-
peraturen wurde gefunden [8], daß.· Erüche in
der DNS vorzugsweise Doppelbrüche sind.
Diese Untersuchungen an Thymuszellen zeig-
ten jedoch auch, daß bei der Bestrahlung
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lebender Zellen sekundäre Veränderungen an
der DNS durch enzymatische Reaktionen nicht
sicher ausgeschlossen werden können. Wir
untersuchten deshalb die Strahlenempfindlich-
keit der DNS in definierten Nukleoproteingelen,
in denen diese sekundären Vorgänge nicht be-
rücksichtigt werden müssen. Dabei sollte der
physikalische Zustand dieser Gele möglichst
den Verhältnissen entsprechen, die im Inter-
phasechromosom der lebenden Zelle vorliegen.
Im . Chromatin •der SäugetierzeHen .. sind .die
DNS-Molekiile mit basischen sowie mit sauren
Proteinen verbunden. Röntgenfeinstruktur-
analysen an isoliertem Nukleoprotein [9] ma-
chen wahrscheinlich, daß die DNS-Fäden ein-
zeln von den basischen Proteinen umhüllt sind.
Andere Autoren [10] vermuten, daß in vivo
jeweils mehrere DNS-Moleküle zusammengela-
gert und von einem gemeinsamen Histonmantel
umgeben sind. Die sauren Proteine sind
wahrscheinlich Strukturproteine des Chromo-
soms [ll]. Durch die Analysen von Luzzati
und Nicolaieff [12] ist bekannt, daß die An-
ordnung der DNS im Nukleoprotein je nach
dem Wassergehalt verschieden ist. Bei einer
Nukleoproteinkonzentration von 0,005 l::JiS.
0,20 im Nukleoproteingel liegen mehrere,
meist 4 DNS-Molekiile zusammen (isotrope
Phase). Paarweise liegen die DNS-Molekiile
dagegen bei einer Konzentration von 0,30 bis
0,50 (w-Phase). Bei höheren Konzentrationen
ist dagegen jedes DNS-Molekül von einem
Histonmantel umgeben ('I/I-Phase).
Für unsere Bestrahlungsversuche wählten wir
Nukleoprotein aus Kalbsthymus, das bei ver-
;;chiedenem Feuchtigkeitsgehalt bestrahlt
wurde. Einmal bestrahlten wir in der 'lfI-Phase
mit einer Konzentration von 0,53. In dieser
Phase sind die DNS-Molekiile ähnlich wie in
der Zelle angeordnet. Ferner bestrahlten wir
bei einer Konzentration von 0,20, um zu sehen,
in welcher Weise die beobachtete Zusammen-
lagerung der DNS-Fäden die Strahlenreaktion
beeinfh:;ßt.
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Tabelle 1. Zusammensetzung des mit Aceton und Äther
getrockneten Nukleoproteins.
Bestrahlung
Die Nukleoproteingele werden in einer Gobalt-y-
Quelle (Gammacell 220, Atomic Energy of Ganada,
Ltd.) unter N2 bestrahlt.
Isolierung der DNS
Das früher beschriebene Verfahren der DNS-Iso-
lierung aus dem Thymus mit Phenol [4] bewährte
slchflii'das Nukleoproteiri riiClit; die DNS .gelahgt
nur zu einem kleinen Teil in Lösung. Es ist mög-
lich, daß bei der Isolierung des Nukleoproteinsdie
DNS an das saure Protein fester gebunden wird.
Mit Hilfe von proteolytischen Enzymen kann das
Protein aber leicht entfernt werden [20]. Am ge-
eignetsten erwies sich eine Inkubation des Nukleo-
proteins in 0,01% Trypsinlösung bei PR 7,8
(0,08 m Trispuffer) für 16 Std. bei 20 oG. An-
schließend wird die DNS mit Phenol isoliert. Der
Proteingehalt der DNS beträgt dann noch etwa 3% .
Bestimmung des Molekulargewichtes nativer und
denaturierter DNS
Für die Ermittlung der Zahl der Brüche in der
Doppelhelix sowie in der Einzelkette benötigt man,
wie früher ausgeführt [4], das Zahlenmittel Mn des
Molekulargewichtes der nativen bzw. der denatu-
rierten DNS-Probe. Mn kann jedoch nicht durch
eine unmittelbare Messung erhalten werden, viel-
mehr muß die Molekulargewichtsverteilung der
DNS bestimmt und aus ihr das Gewichtsmittel Mw
sowie Mn berechnet werden.
Folgendes Verfahren wlll'de angewendet: Bei jeder
zu untersuchenden Probe wird vor und nach einer
Denaturierung die Viskosität [17] bestimmt sowie
die mittlere Sedimentationskontante Sappw' die
sich für eine Konzentration von 20 ,ug/ml ergibt.
\i\reitcr wird der in der analytischen Ultrazentri~
fuge erhaltene Gradient in eine integrale Vertei-
lung der Sedimentation (SapPi) gegen die Gesamt-
masse der Moleküle (eil umgeformt. Einzelheiten
hierzu sind früher beschrieben [3, 4]. Diese Sedi-
mentationsverteilung gilt jedoch nur für die jeweilig
verwendete Konzentration der DNS. Um die Ver-
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Die Wirkung ionisierender Strahlen auf Nu-
kleoproteinlösungen ist verschiedentlich unter-
sucht worden [13, 14, 15]. Es zeigte sich, daß
nach kleinen Dosen die Histonmoleküle zu-
nächst von der DNS abdissoziieren, wobei die
DNS nur gering geschädigt wird. Erst höhere
Dosen führen zu einem raschen Abbau der
DNS. Wie Untersuchungen über die Strahlen-
empfindlichkeit der Wasserstoffbrücken er-
gaben [16], schützt der Proteinmantel die DNS
etwa um einen Faktor von 10.
Diese Untersuchungen geben jedoch noch kei-
nen Hinweis, ob nach Bestrahlung eines Nu-
kleoproteins andersartige Reaktionen an der
DNS eintreten als nach Bestrahlung reiner
DNS. Wir untersuchten deshalb einige charak-
teristische Veränderungen der DNS aus be-
strahltem Nukleoprotein, wie die Entstehung
Yon 13riichenund vOll Verlletzllllgen. Weiter
sollten Schmelzpunktbestimmungen über die
Stabilität der Wasserstoffbrücken in der DNS
Auskunft geben.
Material und Methoden
Nukleoprotein
Aus Kalbsthymus wurde Nukleoprotein nach dem
Verfahren von Luzzati und Nicolaieff [12] isoliert.
Die in 0,14 m NaGI ausgefällten Nukleoprotein-
fäden wurden mit Aceton und Äther getrocknet.
Ebenso verwendeten wir Nukleoprotein von
Worthington B. C. ("Nuc1eohiston"), das in
0,14 m NaGI umgefällt wurde. Die Zusammenset-
zung dieser Nukleoproteinpräparate wurde hin-
sichtlich ihres Gehaltes an DNS, Histon, saurem
Protein und RNS untersucht (Tab. 1). Die Bestim-
mung der DNS erfolgte nach Burton [17], die der
RNS nach Vokim u. a. [18]. Die Histone wurden
durch 3malige Extraktion in 0,1 m HGI vom sau-
ren Protein abgetrennt. Ihre Konzentration ergibt
sich aus einer Proteinbestimmung nach Lowry [19].
Um das Nukleoprotein als Gel zu erhalten, wird
es mehrere Tage unter N2 in einer feuchten Kam-
mer gehalten. In ihr befindet sich eine 9,330/oige
GaGI2-Lösung. Durch diese Behandlung nehmen
im Mittel 20 mg Trockenpräparat 11,7 ± 0,23 mg
H20 auf. Unter Berücksichtigung des Wasser- und
Salzanteiles des Trockenpräparates (s. Tab. 1) er-
gibt sielt daraus eine Nukleoproteinkonzentration
von c = 0,532 ± 0,0094. Für eine Konzentration
von c = 0,20 wurden zu 20 mg Trockenpräparat
0,06 ml H20 gegeben und diese Mischung einige
Tage unter N2 aufbewahrt. Damit wird eine gleich-
mäßige Durchfeuchtung des Nukleoproteingeles er-
reicht. Die Konzentration der DNS in den erhalte-
nen Nukleoproteingelen beträgt 0,242 und 0,093.
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Abb. 1. Beziehung zwi-
schen So und [n] bei
nativer DNS, unter-
sucht im Institut für
Strahlenbiologie. Ein-
gezeichnetistdieMittel-
'100 wertkurve von Eigner
und Doty [24].
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teilung der Sedimentation bei der Konzentr"tion
Null (Si·) zu erhalten, wird für jedes SapPi das ent-
sprechende S~ nach der Gleichung (1) berechnet:
Sf = SaPDj (1 + Ks [11]; Kz[ 0,5 + ~]), (1)
wobei Ks: ein von Eigner u. a. [23] definierter
Wert für die Konzentrationsabhängigkeit der Sedi-
mentation ist (= 0,80), Kz: die Ausgangskonzen-
tration der DNS-Lösung in g!100 ml und Ci: die
relative Konzentration am Gradienten. [11]i ergibt
sich aus der Beziehung zwischen So und [11], die
innerhalb eines weiten Bereiches des Molekular-
gewichtes von Eigner und Doty [24] an Hand von
Literaturdaten verschiedener DNS-Präparationen
erhalten wurde.
Es war nun aber zu prüfen, ob diese Beziehung
auch für die DNS gilt, die aus dem bestrahlten
Nukleoprotein isoliert wurde. Insbesondere könn-
ten strahlenbedingte Vernetzungen Abweichungen
bedingen. In Abbildung 1 wurde die von Eigner
und Doty [24] angenommene Mittelwertskurve der
Beziehung SO/ln] aufgetragen sowie So und [1J]von
DNS-Präparaten, die in letzter Zeit im Institut für
Strahlenbiologie [eigene Messungen, 21, 22] unter-
sucht wurden.
Für die DNS-Präparate aus bestrahltem Nukleo-
protein ergab sich eine geringe Abweichung nach
oben; d. h., es wurden bei der entsprec.~endenVis-
kosität etwas zu hohe Sedimentationswerte gemes-
sen. Die Abweichung liegt jedoch innerhalb des von
anderen Autoren [24] gemessenen Streubereichs,
so daß für die weiteren Berechnungen die vOn
Eigner und Doty [24] angegebene Kurve verwen-
det werden konnte. Legt man diese Kurve etwas
höher, damit sie sich noch genauer an unsere Mes-
sungenanpaßt, SO wird, wie Versuchsrechnungen
zeigten, die Extrapolation von Sapp zu S nur ge-
ringfügig beeinflußt.
Diese Beziehung gilt für native DNS in einer
Ionenkonzentration von 0,1 - 1,0 m Na+, ist also
relativ unempfindlich auf Veränderungen des
Ionenmilieus. Bei denaturierter DNS ist die Be-
ziehung SO/ln] von der jeweiligen Denaturierungs-
art abhängig [4]. Es wurden deshalb die von uns
untersuchten denaturierten DNS-Proben zur Auf-
stellung der SO/ln]-Beziehung verwendet (Abb.2).
Mit dieser Beziehung läßt sich die Extmpolation
von Sapp zu S auch für denaturierte DNS nach
Gleichung (1) durchführen.
Die erhaltene Sedimentationsverteilung Si gegen Ci
wird dann in eine Molekulargewichtsverteilung Mi
gegen Ci umgewandelt nach der Gleichung
So = K s . Ma" (2)
wobei für nativeDNS Ks = 0,063, as = 0,37 und
für denaturierte DNS Ks = 0,055 und aB = 0,38
steht. Diese Konstanten wurden aus den verglei-
chenden Viskositätsbestimmungen nach dem von
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Abb. 2. Beziehung zwischen So und [n] bei denaturierter
DNS aus bestrahltem und unbestrahltem Nukleoprotein.
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Abb. 3. Bruchwahrscheinlichkeit der DNS nach Bestrah-
lung im Nukleoproteingel bei der Konzentration c = 0,53.
• fjnze/bruche (a) ± 0H
o Ooppe/brüche (A) ± IfH
• fjnze/bru'che (a:/ ± (}H
o O'PTC"~' (A) I'"
I f
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Abb. 4. Bruchwahrscheinlichkeit der DNS nach Bestrah-
lung im Nukleoproteingel bei der Konzentration c = 0,20.
/iHR3
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Eigner und Doty [24] angegebenen Verfahren er-
mittelt. Aus der Molekulargewichtsverteilung kann
das Gewichts- und Zahlenmittel des Molekularge-
wichtes (Mw und Mn) naCh einer beliebigen Klas-
seneinteilung bestimmt werden. Einzelheiten des
ganzen Rechenvorgangs sind bei Coquerelle u. a.
[21J beschrieben.
Bestimmung der Bruchwahrscheinlicbkeit
Aus dem Zahlenmittel des Molekulargewichtes der
unbestrahlten Probe (Mno) und dem der bestrahl-
ten (Mn) ergibt sich die Zahl der Brüche pro Mole-
kül: B = (Mn)Mu) - 1. Bei nativer DNS bezie-
hen wir die Zahl der BrüChe auf die Zahl der
Nukleotidpaare im unbestrahlten Molekül, bei
denaturierter auf die der Nukleotide. Daraus er-
gibt siCh
A = B~'uchwahrscheinlkhkeit der Doppelhelix pro
Nukleotidpaar und
cx = BruchwahrsCheinlichkeit der Einzelkette pro
Nukleotid.
Bestimmung des Schmelzpunktes der DNS':Lösung
Die Temperaturabhängigkeit der optischen Dichte
der DNS wurde in einer kontinuierliCh heizbar{Jn
Quarzküvette im Spektralphotometer bestimmt. Die
Lösung (80 p,g DNS/ml 0,2 m NaCl) wird bis auf
etwa 95 °c erhitzt und die Extinktion bei 260 nm
bei der jeweiligen Temperatur gemessen.
Ergebnisse
Nach Bestrahlung der Nukleoproteingelenimmt
das Molekulargewicht der isolierten DNS stetig
ab. Mw und Mn der nativen und der denatu-
rierten DNS sowie die daraus errechneten
Bruchwahrscheinlichkeiten A und cx finden sich
in Tabelle 2 sowie den Abbildungen 3 und 4.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus
4 Messungen mit ihrem Fehler GM.
Unter beidenBestrahlungsbedingungen, bei der
Nukleoprotein-Konzentration c = 0,53 sowie
0,20 steigt die Bruchwahrscheinlichkeit für
Einzel- sowie Doppelbrüche linear mit der
Dosis an. Das deutet darauf hin, daß die
Doppelbrüche durch ein einzelnes Absorptions-
ereignis im Nukleoproteingel entstehen. Das
Verhältnis der Bruchwahrscheinlichkeit der
Einzelkette zu dem des Doppelstranges beträgt
1:4,45 (c-0,53) und 1:6,19 (c=0,20). Be-
zogen auf die Masse der DNS sind also Einzel-
bi-ii<lheetwal O;mal..h.äufiger als Doppelbrüche.
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Tabelle 2. Molekulargewichte und Bruchwahrscheinlichkeit von DNS aus bestrahltem Nukleoprotein (Mittelwert ± 0M
aus 4 Bestimmungen).
Konz. Dosis DNS Mw ·1O-6 Mn' 10-6 A bzw. <X • 10-4Nukleoprotein (MR)
0,53 0 nativ 10,81 ± 0,167 5,67 ± 0,633
0,53 0,5 nativ 7,82 ± 0,265 5,02 ± 0,200 0,178± 0,0458
0,53 1,0 nativ 5,73 ± 0,10 3,82 ± 0,096 0,559± 0,0434
0,53 1,5 nativ 5,30 ± 0,372 3,10 ± 0,171 0,955± 0,106
0,53 2,0 nativ 5,10 ± 0,978 2,83 ± 0,535 1,265± 0,188
0,53 4,0 nativ 3,30 ± 0,244 1,90 ± 0,070 2,139± 0,080
0,53 5,0 nativ 1,83 ± 0,135 1,21 ± 0,090 4,078± 0,346
0,53 6,0 nativ 1,69 ± 0,096 1,14 ± 0,075 4,414± 0,387
0,53 0 denat. 3,19 ± 0,10 1,36 ± 0,04
0,53 0,5 denat. 1,62 ± 0,191 0,90 ± 0,14 0,574± 0,167
0,53 1,0 denat. 1,00 ± 0,040 0,583± 0,039 3,01 ± 0,21
0,53 1,5 denat. 0,859± 0,028 0,527± 0,044 3,58 ± 0,247
0,53 2,0 denat. 0,820± 0,026 0,486± 0,037 4,18 ± 0,54
0,53 4,0 denat. 0,514± 0,052 0,300± 0,043 8,81 ± 1,415
0,53 5,0 denat. 0,418± 0,070 O,230± 0,054 13,62 ± 3,71
0,53 6,0 denat. 0,372± 0,018 0,174± 0,019 16,12 ± 2,14
0,20 0 nativ 13,59 ± 0,99 7,64 ± 0,212
0,20 0,5 nativ 4,78 ± 0,26 3,26 ± 0,207 1,105± 0,107
0,20 1,0 nativ 4,13 ± 0,216 2,46 ± 0,088 1,709± 0,091
0,20 2,0 nativ 1,82 ± 0,051 1,14 ± 0,080 4,672± 0,39
0,20 0 denat. 2,36 ± 0,099 1,30 ± 0,139
0,20 0,5 denat. 0,770± 0,0310 0,428± 0,0405 6,32 ± 0,89
0,20 1,0 denat. 0,516± 0,0314 0,331± 0,0328 9,04 ± 1,10
0,20 2,0 denat. 0,225± 0,0060 0,121± 0,0075 29,32 ± 2,24
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Dies entspricht etwa dem in Bakteriophagen
gefundenen Verhältnis [5]).
Doppelbrüche können nicht nur durch eine
Primärionisation entstehen, sondern auch
dann, wenn zwei Einzelbrüche genau gegen-
überliegen oder durch einige Nukleotidpaare
voneinander getrennt sind. Wie früher gezeigt
wurde [4], beträgt die Wahrscheinlichkeit für
solche Doppelbruche A' = 7 . (X2. Bei unseren
Daten kann A' jedoch vernachlässigt werden;
sie beträgt bei c ~ 0,53 nach 6 MR nur
0,1785 . 10-4 gegenüber dem beobachteten
Wert für A = 4,412 . 10-4• Es ist möglich,
daß die Abweichung vom linearen Anstieg der
Doppelbruche über 5 MR durch diese zusätz-
lichen Doppelbrüche bedingt ist. Bei einer
Nukleoproteinkonzentration von 0,20 ist nach
2 MR A' = 0,6 . 10-4 gegenüber A = 4,67
. 10-4•
Nach den Untersuchungen von Luzzati und
Nicolaieff [12J liegen die DNS-Moleküle im
Nukleoproteingel je nach seiner Konzentration
getrennt oder in Bündeln vor. Da bei der Be-
strahlung isolierter DNS Vernetzungen der
DNS-Moleküle beobachtet wurden [3, 4, 25],
war zu prüfen, ob diese auch im Nukleoprotein-
gel auftreten. Ein Kriterium für das Vor-
liegen von Vernetzungen gibt einmal das Ver-
hältnis Mw/Mll. Wie von Schulz [26J gezeigt
wurde, nähert sich Mw/Mll bei einem statisti-
schen Abbau dem Wert 2, auch wenn die Aus-
gangssubstanz ein polymolekulares Gemisch
darstellt. Liegen Vernetzungen vor, so steigt
dieses Verhältnis über 2, wie sich an bestrahl-
ten DNS-Lösungen zeigen ließ [4]. Bei der
DNS aus bestrahltem Nukleoprotein ist Mw/Mn
jedoch niemals größer als 2 (Tabelle 2).
Genauere Berechnungen über die Zahl der Ver-
netzungen sind nach dem Verfahren von Char-
lesby [27] möglich, wenn man die Neigung b
der Regressionsgeraden aus der Beziehung
zwischen reziprokem Molekulargewicht (Mw
und Mn) und der Dosis bestimmt. Wir bezeich-
nen sie mit bw und bn. Das Verhältnis der
BruchwahrscheinliChkeit po zu der Wahrschein-
lichkeit qo eines Monomers, an einer Ver-
netzungsreaktion beteiligt zu sein, ist
~ bw -2bn
qo 2 bw - bn .
In Tabelle 3 finden sich die entsprechenden
Werte für bw und bn mit ihrer Fehlergrenze Ob,
die aus den Daten der Tabelle 2 berechnet
wurden.
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mung mit früheren Untersuchungen [1] ei~e
stetige Erniedrigung des Schmelzpunktes mIt
steigender Dosis.
Diskussion
In der vorliegenden Untersuchung wurde Nu-
kleoprotein als Gel bei einer Konzentration
von 0,53 und 0,20 bestrahlt. Ebenso wie nach
Bestrahlung trockener DNS [3] fanden wir,
daß in den Nukleoproteingelen die Bruchwahr-
scheinlichkeit für Doppelbrüche linear mit der
Dosis ansteigt. Das deutet darauf hin, daß
auch die Doppelbrüche auf ein einzelnes Ab-
sorptionsereignis zurückzuführen sind. Zusätz-
lich entstehen aber auch Doppelbrüche durch
gegenüberliegende Einzelbrüche [4]. In dem
von uns untersuchten Dosisbereich war dieser
Anteil der Doppelbrüche jedoch so gering, daß
er vernachlässigt werden konnte.
Nach Bestrahlung isolierter DNS treten zwi-
schen den Molekülen Vernetzungen auf. Das
Verhältnis zwischen Brüchen und Vernetzungen
beträgt in wäßriger Lösung etwa 3 bis 4 [4, 6J
und bei trocken bestrahlter DNS etwa 1 [3].
Da uns aus den Molekulargewichtsbestinmlun-
gen Mw und Mn bekannt sind, konnten wir
prüfen, ob auch im Nukleoprotein zwischen
zwei DNS-Molekülen Vernetzungen eintreten.
Die Meßwerte ergaben keinen Anhaltspunkt
für die Vernetzungen, unabhängig von dem
Feuchtigkeitsgehalt der Nukleoproteingele.
Offenbar liegen in den untersuchten Nukleo-
proteingelen die DNS-Moleküle getrennt von-
einander vor und sind einzeln von einem Hi-
stonmantel umhüllt.
Die Linearität der Beziehung zwischen Bruch-
wahrscheinlichkeit und Dosis gestattet die Be-
rechnung der G-Werte für den Einzel- sowie
den Doppelbruch. Für Einzelbrüche ergaben
sich G-Werte von 0,202 (c = 0,53) und 0,381
(c 0,20) und für Doppelbrüche 0,022 und
0,031. Zum Vergleich seien in der Tabelle 4 .
einige G-Werte zusammengestellt, die in der.
Literatur für Einzel- oder Doppelbrüche unter i
den verschiedensten Bestrahlungsbedingungell i
angegeben sind. Für BestrahlunGen isolierter!
DNS ergeben sich für Einzelbrüche Werte von!
125 bis 370 eV und für Doppelbrüche 600 bis;
900 eV. ,
Für Bruchereignisse nach Bestrahlung in viv~
liegen nur wenig zuverlässige Werte vor. Ne:
ben den relativ hohen G-Werten für den Ein!
20!
P
5,386± 0,597 9,01 ± 0,305 0,176
41,75 ± 7,21 67,47 ± 7,97 0,158
2,20 ± 0,255 3,74 ± 0,228 0,070
20,19 ± 0,618 37,45 ± 2,357 0,250
nativ
denat.
nativ
denat.
0,53
0,53
0,20
0,20
Konz.
Nukleo- DNS
protein
Tabelle 3. Neigung b ± ab der Regressionsgeraden _1_
gegen die Dosis (in R). M
710
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Abb. 5. Temperaturabhängigkeit der optischen Dichte von
DNS-Präparationen aus unbestrahltem und bestrahltem
Nukleoprotein.
Nach Gleichung [3] liegen nur dann Ver-
netzungen vor, wenn bn > 2 bw. In allen vier
Fällen ist jedoch bn< 2 bw; es sind somit
keine Vernetzungen eingetreten. Auch unter
Berücksichtigung der Fehlergrenze von b sind
Vernetzungen nur wenig wahrscheinlich. In
Tabelle 3 ist angegeben, wie groß die Wahr-
scheinlichkeit (P) ist, da,ß bn == 2 bw, also
überhaupt Vernetzungen entstehen. In diesem
Fall ist aber immer noch po/qo unendlich groß.
Für unsere weiteren Betrachtungen können
deshalb Vernetzungen zwischen DNS-Mole-
külen vernachlässigt werden.
Die Temperaturabhängigkeit der optischen
Dichte findet sich in Abbildung 5. In der Le-
gende sind die dazugehörigen Sc~melzpunkte
Tm angegeben. Es ergibt sich in Ubereinstim-
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Tabelle 4. G-Werte für Einzel- und Doppelbruche in der DNS
Energiebedarf
Bestrahlungsart Bruchereignis G-Wert pro Bruch Autor
(eV)
Trockene DNS im Vakuum Einzelbruch 0,63 160 (3)
DNS-Lösung 5,0 mg/mI Einzelbrtich 0,8 125 (29)
DNS-Lösung 1,0 mg/mI Einzelbruch 0,4 250 (29)
DNS-Lösung 0,2 mg/mI Einzelbruch 0,27 370 (4)
DNS in M.radiodurans Einzelbruch 0,715 140 (30)
DNS in Leukämiezellen Einzelbruch 0,66 150 (28)
Nukleoproteingel, c = 0,53 Einzelbruch 0,202 495 diese Arbeit
Nukleoproteingel, c = 0,20 Einzelbruch 0,381 263 diese Arbeit
Trockene DNS im Vakuum Doppelbruch 0,11 909 (3)
Trockene DNS Doppelbruch 0,125 800 (25)
DNS-Gel, c = 0,25 Dopnelbruch 0,16 600 (31)
TI-Phagen in 4mal NB Doppelbruch 0,080 1250 (32,6)
Nukleoproteingel, c = 0,53 Doppelbruch 0,022 4500 diese Arbeit
Nukleoproteingel, c = 0,20 Doppelbruch 0,031 3230 diese Arbeit
zelbruch in bestrahlten Zellen von 0,7 [28, 30J,
lassen sich die Untersuchungen von Hotz und
Ziinmer [32J heranziehen, nach denen T1-Pha-
gen in vierfacher Nährbouillon durch etwa
500 eV inaktiviert werden. Nach den Unter-
suchungen von Bohne u. a. [6J werden unter
den gleichen Versuchsbedingungen 0,4 Doppel-
brüche gemessen. Zur Erzeugung eines Doppel-
bruchs in den Phagen sind demnach 1250 eV
notwendig.
Die G-Werte für den Einzelbruch im bestrahl-
ten Nukleoproteingel sind relativ hoch. Im
Gegensatz zu den Bestrahlungsversuchen mit
verdünnten Nukleoproteinlösungen [13, 14,
16J besitzt der Proteinanteil nur eine geringe
Schutzwirkung. Im konzentrierten Nukleopro-
teingel (c = 0,53) vermag das Protein ent-
sprechend seinem Gewichtsanteil nur etwa die
Hälfte der Strahlenwirkung auf die DNS abzu-
schirmen. Bei höherem Wassergehalt (c=0,20)
wird ein G-Wert erreicht, der auch in wäßrigen
Lösungen gemessen wird. Offenbar wird die
Beweglichkeit der aus dem Wasser entstehen-
den Radikale so groß, daß das Protein nur
wenige von ihnen zu binden vermag. Es besteht
dabei die Möglichkeit, daß das im Nukleopro··
teingel vorhandene Wasser vor allem um die
Doppelhelix der DNS eingelagert ist.
Anders ist es hei den Doppelbrüchen. Hier ist
nur die in der DNS selbst absorbierte Energie
wirksam. Im konzentrierten Nukleoproteingel
beträgt der G-Wert ~ entsprechend der DNS-
Konzentration von 0,24 - nur noch ein Viertel
des in DNS-Gelen gemessenen Wertes. Bei hö-
herem Wassergehalt des Nukleoproteins
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(c = 0,20) steigt jedoQh der G"Wert an, ob~
wÜhl die Gesamtmenge an DNS pro g Nukleo-
proteingel geringer ist. Es ist möglich, daß
dies durch einen erhöhten Quellungszustand
der DNS bedingt ist.
Diese Ergebnisse zeigen, daß sich in einem
Nukleoproteingel die auf die DNS oder auf den
Proteinanteil treffenden Strahlenreaktionen
nicht allein aus dem jeweiligen Gewichtsver-
hältnis ergeben. Vielmehr muß der Wasser-
gehalt der einzelnen Komponenten berücksich-
tigt werden, jedoch fehlen hiarzu noch sichere
experimentelle Unterlagen. Dies gilt auch für
das Chromatin des lebenden Zellkerns. Da der
Wassergehalt des Zellkerns relativ hoch ist
(80%) [33J, ist es möglich, daß die Einzel-
brüche vorzugsweise durch diffusible Radikale
aus dem Wasser hervorgerufen werden -eben-
so wie im Nukleoprotein von 80% Wa-sser.
Doppelbrüche entstehen durch Primärioni-
sationen innerhalb des von der DNS eing0-
nommenen Volumens. Unsere Ergebnisse am
Nukleoprotein haben gezeigt, daß dieses nicht
allein aus seinem Gewic.lJ.tsanteil erschlossen
werden kann.
Unsere Untersuchungen über die Abnahme des
Schmelzpunktes der DNS nach Bestrahlung
erlauben einige Überlegungen über die Ur-
-sache dieses Strahleneffekts. Früher wurde
diskutiert [1], ob nicht die strahlenbedingten
Einzelbrüche in der Nukleotidkette die Er-
niedrigung des Schmelzpunktes bedingen, da
für die Entspiralisierung der Helix mehr Aus-
gangspunkte bestehen. Diese Annahme kann
gestützt werden, wenn man die Verschiebung
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des Schmelzpunktes mit der Zahl der Einzel--
brüche vergleicht und nachsieht, ob diese Be-
ziehung auch unter verschiedenen Bestmhlungs-
bedingungen gilt.
Wir berechnen jeweils die Bruchwahrschein-
lichkeit des Einzelstranges für die Dosis, die
den Schmelzpunkt um 1 °c senkt. Bei Bestrah-
lung des Nukleoproteingels von c = 0,53 ist
dies 5,32 . 10-4. Bestrahlt man DNS-Lösungen
(200,ug/ml 0,2 m NaCl), so ergeben sich nach
Auswertung der Daten von Hagen [4] und
Ullrich [22] 5,67 . 10-4 Einzelbrüche pro Bin-
dung und pro Dosis, welche zu 1 °c Schmelz-
punkterniedrigung führt.
Strahlenempfindlichkeit der DNS im Chromatin
Dagegen ist die Zahl der Doppelbrüche bei
der entsprechenden Dosis ganz unterschiedlich.
Im bestrahlten Nukleoprotein betragen sie
1,2 . 10-4 und in DNS-Lösungen 0,2' 10-4 •
Untersuchungen über den Schmelzpunkt der
DNS nach UV-Bestrahlung [34] zeigen zudem,
daß eine isolierte Schädigung der Basen zu
ganz anderen Schmelzkurven führt, als man
nach Einwirkung ionisierender Strahlung be-
obachtet. Diese Überlegungen machen es zu-
mindest nicht unwahrscheinlich, daß vor allem
Einzelbrüche in der DNS-Helix die Ursache
der Verschiebung des Schmelzpunktes der be-
strahlten DNS sind.
Zusam.mellfassung
Desoxyribonukleoprotein wird als feuchtes Gel mit einer Konzentration von 0,53 und 0,20
mit 60Co-y-Strahlen bestrahlt, die DNS vom Protein getrennt und anschließend die Strahlen-
schäden in der DNS untersucht. Als Kriterien dafür dienten die Brüche im Einzel- und Dop-
pelstrang, das Auftreten von Vernetzungen und die Verschiebung des Schmelzpunktes.
Einzelbrüche wie Doppelbrüche steigen linear mit der Dosis an. Dabei sind Einzelbrüche
etwa 10mal häufiger als Doppelbrüche. Es ist wahrscheinlich, daß die Dopp-elbrüche auf die
direkte Absorption der Strahlenenergie in der DNS zurüCkzuführen sind. Die Einzelbrüche
entstehen dagegen vorwiegend durch diffusible Radikale aus dem Histonmantel. Vernet-
zungen konnten nach Bestrahlung der DNS im Nukleoprotein-Gel nicht festgestellt werden.
Die Ursachen der strahlenbedingten Verschiebung des Schmelzpunktes der DNS werden
diskutiert.
Summary
Deoxyribonueleoprotein has been irradiated as wet gel with 60Co-y-rays at a concentration
of 0.53 and 0.20. After irradiation, the DNA was separated from the protein. Single and
double strand breaks, crosslinks and the shift of the melting point were used as eriteria
for radiation effeets in the DNA. Single and double strand breaks inerease linearly with thc
dose. 10 times more single breaks are found than double breaks. Whereas double breaks
are due to the primary ionisation within the DNA moleeule, single breaks are formed mostly
by diffusible radieals formed in the water. There was no indieation, that crosslinks between
DNA molecules oeeur in the nucleoprotein gel. The mechanism of the radiation indueed
shift of the melting point is discussed.
Resume
Des gels de desoxyribonucleoproteines aux eoncentrations 0,53 et 0,20 sont soumis au
rayonnement y d'une souree de cobalt 60. On a recherche les radioiesions de l'ADN apres
l' avoir separe des proteines. Les eriteres de l' alteration de la structure de l'ADN sont les
ruptures de la double Mliee et d'une seule chaine, les branchements et 1e dep19,cement du
point de transition. Les eassures simples et les eassures doubles sont proportionnelles a la
dose, les eassures simples restant toujours 10 fois plus frequentes que les eassures doubles.
Les eassures doubles sont vraisemblablement dues a l'absorption directe de l'energie du
rayo=ement. Les eassures simples, par eontre, resultent surtout des radieaux diffusibles
provenant du manteau d'histones. On n'a pas pu mettre en evidenee de branchements dans
l'ADN apres son irradiation sous forme de gel nueIeoprotidique. L'origine du deplacement
du point de transition du al'irradiation est diseutee.
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Herrn Dr. Klaus Keck danken wir für den Anfbau der Apparatur zur Messung des Schmelzpunktes der DNS.
Anschrift d. Verff.: Dr. H. Weinert und Prof. Dr. Dr. U. Hagen, Institut für Strahlenbiologie, Kern-
forschungszentrum, 75 KarZsruhe, Postfach 3640.
H. Weinert, U. Hagen
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